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Die f olgondon Angaben sind den vom Anmelder efngereichten Unterlagen entnommon 

® Amphiphile Starke-und Hydroxyethylstarke-Konjugate 

@ Liposomen, Mrschmicellen sowie parenterals Emulsro- 
nen weisen aufgrund in res partikularen Charakters den 
NachteN auf des bevorzugtan Aufnehmens in das soge- 
nannte Reticolo endothelial System. Die In diese Arznel- 
formen formulierten Wiricstoffe erreichen deshalb oft 
nicht genugend rasch und in genOgendar Konzentration 
den vorgesehenen Wirkungsort. Durch Modifizierung der 
Oberfiache Grenzflache dieser Arzneiformen soli dieser 
Nachtefl besertlgt warden. 

Die Aufgabe wird gelost durch neue Varbindungen zwl- 
schen Starke bzw. Hydroxyethyfstarke und Ifpophilen An- 
kermolekulen, die in die Lipldgrenzflache der Emulsfonen 
bzw. Liposomen efngearbeftet warden und die auch In 
Mischmfcellen eingebaut werden kdnnen und so efnen 
HES/Starkemantel um diase partikularen Systems lagan, 
der die negativen Wechsatwirkungea die zur Aufnahme 
in das RES fuhren, besehigt, venmindert oder verzdgert. 
Die lipophilen Varbindungen sind physfologisch vert rag - 
lich und die Polysaccharide sind ebenfalls physiologfsch 
vertraglich und abbaubar. 

Durch Modification der Grenzflache von Emutsionen, Li- 
posomen oder gemischten Micellen lassen sich parente- 
ral applizierbare Arzneiformen von Wiricstoffe n mit ver- 
besserten Eigenschaften herstellen. 
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Beschreibung 



[0001] Die vorliegendc Erfiudung betriffi ampfaiphile 
Konjugate von Starke- oder Hydroxyelhylstarke-Derivalcn 
sowie deren Verwendung zur Herstellung von parenteral 
applizderbaren koUoidalen Arzneifonnen, wie zum Beispiel 
Liposomen, Fettemulsionen oder Mischmicellen. 
[0002] Iiposomen sind aus Phospbolipiden und verschie- 
denen anderen amphiphilen Hilfsstoffen wie z. B. Cboleste- 
rin aufgebaute Vesikd, die durch eine (umlamellare) oder 
mehrcre (multilamellar) doppellagige Membranen bcste- 
hcn. 

[0003] In den letzten Jahren sind Iiposomen als Arznei- 
stofF-Tragersy stem e entwickelt warden, wobei die Arznei- 
stoffe entweder aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften in 
den Membranen selbst eingebaut wcrden, oder im Falle von 
hydrophilen Substanzen in dem wassrigen Kompartment der 
Vesikel gelost sind. 

[0004] Solche liposomalen Arzneiraittelzubercitungen ha- 
ben jedoch oft den Nacbteil einer sehr kurzen Halb wertszeii 
im Blut, da sie als koUoidale Systeme relativ rascb in das re- 
tikuloendotheliale System (RES) aufgenommen werdea 
[0005] Fur das gezielte Targeting von Arzneistoffsystc- 
men mit kontrolliertem Freisetzungsprofil sind solche Lipo- 
somen desbalb oft ungeeignet 

[0006] Es hat daher in der Vergangenheitnichtgefehlt, Ii- 
posomen zu entwickeln, die diese Nachteile nicht aufwiesen 
und die durch gezielte Modifikation auf ein Zielorgan ge- 
richtet wurden (Targeting), 

[0007] Eine der bekanntesten Modifikationen in dieser 
Hinsicht ist die Entwicklung der sogenannten Tarnkappen 
(stealth) Iiposomen. Solche Tarnkappen Iiposomen werden 
mit Hilfe von Polyethylenglykolen modifiziertem Choleste- 
rin oder Phosphatidyleftanolamin (PE) aufgebaut (soge- 
nannte pegylierte Lipide). Es ist aber auch moglich, konven- 
tionelle Iiposomen nach ihrer Herstellung chemisch mit Po- 
lyethylenglykol-Derivaten zu konjugieren und auf diesem 
Wege zu Tarnkappen Iiposomen zu gelangen. 
[0008] Bei diesen Tarnkappen Liposomen schirmen die 
nach auBen gerichtetcn Polyethylenglykol-Ketten die Lipo- 
somen ab gegen Wechselwirkung mit Plasmaproteinen oder 
korpuskularen Bestandteilen des B lutes. \fom RES-System 
werden solche Tarnkappen Liposomen weniger effektiv er- 
kannt als konventionelle Liposomen und damit in Ge- 
schwinctigkeit im Umfang weniger stark aufgenommen. 
[0009] Tarnkappen Liposomen auf Basis von pegylierten 
Lipiden haben jedoch Nachteile, die bislang nicht beseitigt 
wurden. So ist bekannt, daB Polyethylenglykol nicht ver- 
stoffwechselbar ist und nur Qber die Niere ausgeschieden 
weiden kann. Beziiglich ihres Molekulargewichtes bzw. hy- 
drodynamischen Volumens in Losung mOsscn diese Poly- 
mere unter der sogenannten Nierenschwelle bleiben. Diese 
liegt fur Poryethylenglvkole bei ca. 70.000 D. Fur Nieren- 
eingeschrankte Palienten sind aber auch Polyethylenglykol- 
Fraktionen unterhalb der Nierenschwelle problematisch, da 
diese Patienten iiber eine nicht mehr ausreichende Ausscbei- 
defahigkeit von solchcn Substanzen verrugen. Wdterhin 
werden solche nicht ausgesehiedene Polyethylenglykol- 
Fraktionen im Gewebe gespeichert und kdnnen zu Neben- 
wirkungen wie z. B. Juckrejz fuhren. 
[0010] Vereinzelt sind auch immunologische mterferen- 
zen mit Polyethylenglykol derivatisiBrten liposomen oder 
auch Proteinen bekannt gewardea, 
[00U] Bendele et al beschreiben in Toxicological Sci- 
ences 42, 152-157 (1998) Vacuolisierungen der Nierentu- 
buli bei Ratten nach Injektion von pegylierten Protein- Wirk- 
stofFen, wenn das Molekulargewicht des PEG's kleiner 
70.000 D betrug. 



15 



[0012] Ein weiterer Nachteil von Polyethylenglykol Iipo- 
somen besteht darin, daB der relative Anteil der pegylierten 
Phospholipids an den Gesamtlipiden relauv hoch sein muB 
urn eine ausreichende Abdeckung der gesamten Vesikel- 
5 Oberflache mit Polyethy lengly kol-Gruppen zu errdchen. Es 
sind daher neuere Entwicklungen mit verzweigtkettigen Po- 
lyethylenglykol-Systemen beschrieben worden, bei denen 
der Anteil der pegylierten MolekUle bzw. der Pegylierung 
selbst herabgesetzt weiden konnte, da solche verzweigtket- 
10 tigen Polyethylenglykole eine relaliv grofiere Flache ab- 
schirmen konnen und sorait ihr molarer Einsatz herabgesetzt 
werden kann im Falle der liposomen. Nachteil solchcr ver- 
zweigtkettigen Liposomen ist, daB ihre VerstoSwechslung 
bzw. Phartnakokinetik sowie ihr toxikologisches Profil bis- 
lang unbekannt ist 
[0013] QAv-Emulsionen sind ebenfalls bekannte parente- 
rale Darreichungsformen, die als Aizneistofftrager fur lipo- 
phile Wirkstoffe inzwischen im Markt etabliert sind. Be- 
kannt ist so z. B. eine parenterale Fettemulsion als Irager 
20 fur Propofol, ein injizierbares Anasthetikum (Disoprivan®, 
Astra Zeneka). Ein anderes bekanntes Beispiel ist das Pro- 
dukt Etomidat Lipuro® der Fa. B. Braun, welches eine TH- 
geremulsion fur das Anasthetikum Etomidat ist Zahlreiche 
parenterale oAv Emulsionen sind gemaB der wissenschaftli- 
25 chen Literatur in der Entwicklung. 

[0014] Auch parenterale o/w Emulsionen neigen zur Ak- 
kumulation im RES-System, aufgrund ihrer groBerer leil- 
chengroBe verglichen mit Iiposomen sogar wesentlich aus- 
gepragter als diese. Es ist bereits in der Literatur beschrie- 
30 ben, daB Liposomen oder parenterale Emulsionen in ihren 
pharmakokinetischen Eigenschaften sowie Gewebevertei- 
lung nach Injektion durch Einhullung mit Amylopektin, das 
mit Palmitoyl oder Cholesterylgruppen derivatisieit wurde, 
gunstig beeinfluBt wurde. Dabei dienteo die Fettsaurreste 
35 bzw. Cholesterinreste als "Anker* fur das Polysaccharid 
Amylopektin in der auBeren, lipophilen Phosphaddschicht 
der Iiposomen bzw. Fettemulsionen (Sunamoto, J.; Iwa- 
moto, K., CRC Critical Review in Therapeutic Drug Carrier 
Systems 1986, 2, 117-136). 

[0015] Gleiches ist ebenfalls berichtet fur parenterale 
Emulsionen fur Cholesteryl-Pullulan, Cholesteriyl-Mannan 
und Cholesterin-Amylopektin (Iwamoto, K. et all Journal 
of Pharmaceutical Sciences 1991, 80, No. 3, 219 ff). 
[0016] Die in obeo zitierten Arbeiten eingesetzten Poly- 
saccharid-Derivate sind jedoch mit erheblicben Nachteilen 
fur den beschriebenen Einsatz verbunden. 
[0017] So ist keine eindeutige molekulare Struktur inso- 
fem realisiert, als daB synthesebedingt die lipophilen "An- 
ker liber die Polysaccharidketten statisrisch verteilt werden. 
50 [0018] Deshalb wird z.B. fiir cholesterirxlerivalisiertes 
Amylopektin ein raittlerer Substitutionsgrad von 1,8 Chole- 
steringruppen auf 100 Anhydroglucoseeinheiten der Poly- 
saccharidkette angegeben. 

[0019] Solche mehrfachen Ankergruppen pro Polysaccha- 
ridmolekul kdnnen sich jedoch auch negativ auf die Stabili- 
ty von Liposomen oder Fettemulsionen auswirken, da z. B. 
zwangslaufig nicht jede Cholesteringruppe eines Amylo- 
pektinmolekuls an ein bestimmtes Fetttrbpfchen gebunden 
sein muB, sondem auch solche Cholesteringruppen inner- 
halb eines Makromolekuls existieren, die frei sind oder labil 
gebunden sind und somit in Wechselwirkung mit einem 
zweiten Fettlropfchen treten kdnnen. Solche "Briickenver- 
bindungen* ftlhreu zur Aggretation und Instabilitat von Li- 
posomen und Fettemulsionen mit den oben beschriebenen 
Polysaccharidderivaten. 

[0020] Wdterhin sind die oben beschriebenen Puliulane 
nicht oder ausreichend schnell physiologisch abbaubar 
durch die Serumamylase aufgrund der o> 1,6 glycosidischen 
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Verknupfung der Maltotric>se-<jrundeinheiterj. Ahnliches 
gilt auch fur das oben zitiene Marman-PolysaccharicL 
[0021] Amylopektin andcreisciis wird durch Seiumamy- 
lase auBerordentlicb schnell abgebaut, so daB der Tamkap- 
peneffekt sehr schnell verlcrren geht, ein Umstand, der in 5 
vielen Fallen nicht akzeptabel ist Dextrane, die als Polysac- 
cbaride ebenfalls als Konjugationspartncr in Frage kommen, 
weisen den Nachteil auf, dafi sie bekanntermaBeo die Gcfahr 
einer anaphylaktischen Reaktion nach der Injection beim 
Patienten ausldseo. Dies hat dazu gefuhrt, daB es heutzutage 10 
Stand der Technik ist, vor Applikadon eines Dextran-Plas- 
maexpanders cine niedermolekularc Variante von Dextra- 
nen mit einem mittleren Molekulargewicht Mw von 1.000D 
vorzuinjizieren. 

[0022] Da Dextorane nur durch die gewebestandige Dex- 
tranase abgebaut werden konnen, ist ihre Pharmakokinetik 
auch relativ langsam und auch schwerer steuerbar als dies 
der Fall ist bei Hydroxyethylstaike, ebenfalls ein Plasmaex- 
pander, der inzwischen aufgmnd erbeblicher \brteile in Be- 
zug auf Nebenwirkungen weltweit breit eingesetzt wird. 
[0023] Der vorliegenden Erfindung liegt deshalb die Auf- 
gabe zugrunde solche auf Polysaccharidbasis beruhende 
Verbindungen zum Einsatz zur Herslellung von parenteralen 
FeUemuisionen bzw. Iiposomen zur VerfQgung zu stellen, 
welche die oben genannten Nachtedle nicht aufweiseu und 25 
eine gezielte Veranderung der Phannakokinerik und des Ge- 
webetargetings ennoglichea Es wurde nun ubexraschender 
Weise gefunden, daB Starke bzw. Hydroxyethylstarke, wel- 
che iiber die nur einmal in den Molekiilen vorkonunende re- 
duzierende Endgruppe, gegebenenfalls nach chenrischer 30 
Modifikation, selektiv lipophile Ankergruppen gebunden 
enthielten, als Tarnkappen-POlysaccharide fur Iiposomen 
und parenteral o/w-Emulsionen vorteilhaft eingesetzt wer- 
den konnten. 

[0024] Durch Variation der Molekulargewichte des Sub- 35 
stitutionsgrades der Hydroxyethylgruppen sowie des Substi- 
tutionsmusters der Hydroxyethylgruppen an den verschie- 
denen Kohlenstoffen der Anhydroglucose-Gmndeinheiten 
konnen die Eigenschafien bedarfeaddaptiert verandert wer- 
den. 

[0025] Auch kann durch variation des Molekulargewichts 
der eingesetzten HES-Komponente der sogenannte HLB- 
Wert (hydtophilic lipophilic balance) gezielt eingestellr wer- 
den. Die erfindungsgemSBen Starke- und HES-Derivate 
konnen somit auch zur Erzeugung von w/o- oder Mehrfach- 
Emulsionen w/o/w vorteilhaft herangezogen werden. Glei- 
ches gilt auch fur die Herslellung von sogenannten Misch- 
micellen. 

[0026] Die exhndungsgemMfien Verbindungen werden 
vorzugsweise in an sich bekannter Weise hergestellt, indem 50 
die (einzige) reduzierende Endgruppe der Starke bzw. Hy- 
droxyethylstarke gezielt zur Lactongruppe oxidiert wird. 
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[0029] Gegebenenfalls konnen aber auch sogenannte Spa- 
cer eingefuhrt werden, wie z. B. Diamine der Struktur NH 2 - 
(CH^-NHa, die in einem weiteren Schritt mit einer lipophi- 
len Komponente umgesetzt werden. Zum Beispiel kann der 
Qx>lesterinrest eingefuhrt werden durch Reaktion der ami- 
nofunktionalisierten Starke bzw. Hydroxyethylstarke mit 
CholesterincWoroformat in trockenen DMF/DMSOMi- 
schungen analog Iwamoto et aL 

[0030] Die Einfuhrung einer Fettsaureacylgruppe an den 
ammofunkn'onalisierten Polysacchariden kann duichgefuhrt 
werden durch Carbodiiimd-katarysicrte Umsetzung mit der 
entsprechenden FettsSure. 

[0031] In den folgenden Beispielen werden die Herstell- 
verfahren der erfindungsgernafien 'Verbindungen beschrie- 
ben sowie auch die Herstellung einer polysacch aridumman- 
telten Fettemulsion. 

Beispiel 1 

Herstellung von an der reduzierenden Endgruppe zum Lac- 
ton oxicherten Hydroxyethylstarke (HES Lacton) 

[0032] Zu 30 ml einer 30%igenHE{^Ldsung nrit einem 
Molekulargewicht Mw von 45.000 D werden zwei ml einer 
0,1 N Jodlosung und ca. 3 ml einer 0,1 NaOH Ldsung gege- 
ben. Die Mischung wird so lange geruhrt, bis die Farbe des 
Jods verschwunden ist Der Vbrgang wird mehrfach wieder- 
holt, bis insgesamt ca. 30 ml Jodlosung und 20 ml der Na- 
tronlaugelosung verbraucht sind. 

[0033] Die erhaltene Losung wird dann iiber einen Na- 
trium-Ionenaustauscher (Amberlite ER 120) gegeben und 
anschlieBend in einem Dialyseschlauch mit einer Aus- 
schluBgrenze von ca. 3.500 Dalton iiber 24 Stunden gegen 
destilliertes Wasser dialysiert. Das Produkt wird mit Ethanol 
gefallt, abfiltriert, Qber Vakuum von der Hauptmenge an Re- 
stethanol befrcit und danach bei ca. 80°C im Warmeschrank 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 

Ermittlung des Oxidationsgrades 

[0034] Zur Kontrolle der erfolgreichen Oxidation wurde 
der Gehalt der reduzierenden Endgruppen nach Somogyi 
herangezogen (Meth. Carbohydrat Chem., 1, 384-386, 
1962). 

[0035] Nach der Oxidation konnten keine reduzierenden 
Endgruppen mehr nachgewiesen werden. 

Beispiel 2 

Umsetzung von HES Lacton gemafi Beispiel 1 mit Phospha- 
tidylethanolamin zu HES FE 
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Van ante direkt iiber eine im lipophilen Molekul vorhandene 
NHrGruppe tiber eine Amid-Bindung. Diese Kopplung 
kann entweder im wasserfreien System mit DMSO oder in 
DimethylformannaVDMSO-Mischungen durchgefUhrt wer- 
den. Sie kann aber auch in wassriger Losung in einer 2. Va- 
riante in an sich bekannter Weise vermittels eines wasser! 5s- 
lichen Carbodiimids durchgefuhrt werden, sofem eine aus- 
reicheod hohe Wasserloslichkeit bzw. kritische Mizellkon- 
zentration der lipophilen Komponente gegeben ist 
[0028] Weiterhin sind in an sich bekannter Weise lipophile 
Verbindungen mit fieien NH2-Gruppen auch Obex eine « 
Schiffbasen-Bildung mit gleichzei tiger Reduktion (soge- 
nannte reduktive Amrinierung) oder auch Reduktion in ei- 
nem zwei ten Schritt mit Borhydriden berstellbar. 



[0036] In einem Reaktionsgef^B werden 1,5 g getrockne- 
tes HES Lacton gemafi Beispiel 1 in 10 ml trockenem 
DMSO mit 5 mg getrocknetem Ei-I^sphatidylethanolanrin 
bei 80°C ca. 24 Stunden lang unter Argon als Schutzgas um- 
gesetzt Dabei wird der pH- Wert gegebenenfalls mit Pyridin 
oder THemylamin auf ca. 6 eingestellt 
[0037] Danach wird das DMSO unter Vakuum teilweise 
abgezogen und das Produkt durch Ethanol ausgefallt und 
mit Chloroform extrahiert 

[0038] Nach Wiederaufnahme in DMSO erfolgt Dialyse 
mit einer Membran rrrit Ausschlufigrenze von 3,500 Dalton 
gegen dcstilliertes Wasser unter Argon iiber 50 Stunden bei 
4°C. 

[0039] Das Gefriergetrocknete Produkt war nahezu farb- 
los bis sehr schwach gelb. Die Ausbeute bezogen auf Ei-PE 
betrug Qber 90%. Die 1H NMR-Analyse wies die charakte- 
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B-O-C-CH-C-R' 

I I 
H-O-C-H O 

I 1 
H-C-H R, 

O 

I 

R 2 



in welcber bedeuten 

B = Hy droxyethy IstMrke oder Starke, aucb ihre Einzel- 
komponenten Amylopektin und A my lose in loslicher 
20 oder hydroxyethylierter Form, in a-glycosidischer 
Bindung 

R 2 = H, -(CH^OH, B 

R 3 , R4 unabhangig voneinander H, oder -(CHJrOH 



R l = -C-R" 



wobei 

30 R" = -NHKCHA - NHJyR" 1 wobei 

x = 0 oder eme ganze Zahl > 2 bedeutet, y = 0 oder 1 
und 

A = O (Sanerstoff) oder 2 Wasserstoffatome (2H) be- 
deuten 
35 weitertrin 



ristischen Signale der CH2- und CH-Protonen der Fetisaure- 
ketten auf. 

Beispiel 3 

HersteJlung von anrinofunktionalisieiteni HBS 

[0040] 40 ml einer 25%igen wassrigen Losung von oxi- 
diertem HES gemSB Beispiel 1 werden 0,75 g Ethylendia- 
mindihydrochlorid zugegeben sowie 0,20 g 1 ethyl-3 (3 -di- 
methyl- airano)propylcarbodiimidc hydrochlorid. 
[0041] Nach Einstellung des pH-Wertes auf ca. 4,8 rea- 
giext die Reaktionslosung (iber Nacfat aus. Die Reaktionsld- 
sung wurde danach durch Dialyse nrit einer Membran tnit 
AusschluBgrenze von ca. 3.500 Dalton gegen Wasser gerei- 
nigt und das Produki durch Ge&iertrocknung isoliert und 
getrocknet 

Beispiel 4 

Herstellung von Cbolesteryl HES 

[0042] 1 g des Produktes aus Beispiel 3, gelSst in 50 ml 
trockenem DMSO wurde mil Cholesterylchloroformai 
(0,23 g in 4 ml trockenem DMF) bei 80°C fur 24 Stunden 
unter Argon umgesetzt Das DMSO wurde unter reduzier- 
tem Druck abgezogen und das Produkt mil Aceton gefallt. 
Das wieder in DMSO aufgenommene Produkt wurde durch 
Diafiltration gegen destilliertes Wasser mil einer Membran 
mil der AusschluBgrenze 3.500 Dalton gegen destiUiertes 
Wasser gereinigt Das durch Lyophilisation isolierte Produkt 
wies im 1H NMR-Spektrum die entsprechenden Signale fUr 
Cholesterin auf. 

Beispiel 5 

Herstellung einer HBS-gecoateten parenteralen Fettemul- 

sion 

[0043] Zu 5 ml einer 10%igen parenteralen Fettemulsion 40 
(Lipovenos 10%) werden 1 ml einer wassrigen Losung von 
nach Beispiel 4 hergestellten Cbolesteryl HES, die 12 mg 
der Substanz enthielt, zugegeben. Die Mlschung wurde 
2 min rait 25 Watt ultraschallbehandelt im Eisbad Der raiu- 
lere Durchmesser bestimmt tiber dynamische Lichtstreuung 45 
wuchs von 279 nm auf 285 am an und wurde nach dreimo- 
natiger Lagerung bei 25°C nrit 284 nm bestimmt 
[0044] Das Zetapotential sank von -55mvolt auf 
-50 mvolt nach der Behandlung. 

[0045] Die HES-gecoatete Emulsion war gegeniiber einer 50 
Kochsalz- und Calciumchlorid-haltigen Elrktrolytlosung 
stabiL 

Patentanspruche 
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1. Amphiphile Starke- und Hydroxyethylstarke-Kon- 
jugate der allgemeinen Fonnel 



o 

R m - =-C-0~ Cholesteryl 

oder Fetisaureacyl 

oderPhosphatidylemanolaminyl (fiir y = 0) 

2. Amphiphile Hydroxyethylstarkederivate der allge- 
meinen Fonnel 1. 

3. Amphiphile Hydroxyemylstatkederivate der For- 
mal 1, wobei das mitllere Molekulargewicht des Hy- 
droxyethylstarkeanteils zwischen . 2.000 und 200.000 
Dalton liegt, der Substitutionsgrad MS der Hydroxy- 
ethylgruppen zwischen 0,15 und 0,8 liegt sowie das 
Verhaltnis der Substitution an C2 und C6 der Anhydro- 
glucoseinheiten zwischen 3 und 10 liegt. 

4. Amphiphile Starke- und Hyaioxyethylstarkederi- 
vate nach Anspruch 1 zur Herstellung von parenteral 
applizierbaren Liposomen, Fettemulsionen und Misch- 
micellen als Arzneistofftragex. 

5. Hydroxyemylsta^ederivate nach Anspruch 2 zur 
Herstellung von parenteralen Liposomen, Fettemulsio- 
nen und Mischmicellen als Arzneistofitrager. 

6. Hydroxyemyhta^kederivate nach Anspruch 3 zur 
Herstellung von parenteral applizierten Liposomen, 
Fettemulsionen und Mischmicellen als Arzneistofftra- 
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